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  Resumo  
  
  
O cifozoário Catostylus tagi, nativo dos estuários do Tejo e Sado, tem 
sido estudado para aplicações na área da farmacêutica e da nutrição 
desde 2004. Contudo, até à data do presente estudo, não existem dados 
disponíveis sobre a biologia de C. tagi e é cada vez mais importante 
conhecer o ciclo de vida desta espécie para que a sua reprodução em 
laboratório seja possível, de forma a poder investigá-lo em condições 
controladas e sem estar dependente da sazonalidade do seu ciclo de vida. 
No presente trabalho iniciou-se a caracterização do sistema reprodutivo 
de C. tagi e a determinação das condições de fertilização in vitro e de 
manutenção dos pólipos recém-formados.  
Nos verões de 2016 e 2017, foram recolhidos 100 exemplares de C. tagi 
no estádio medusa. Em laboratório, numa primeira fase, foram 
realizadas análises microscópicas, análises histológicas e citoquímicas às 
gónadas. Por último, foi realizado o processo de fertilização in vitro. Os 
ovócitos amostrados apresentaram diâmetros de 11 a 60 μm enquanto a 
dimensão mais alongada dos folículos espermáticos variou entre 11 e 50 
μm. Não foi encontrado qualquer tipo de dimorfismo sexual, apenas 
sendo possível através de microscópio ótico realizar diferenciações 
confiáveis. Os estudos citoquímicos preliminares dos ovócitos e 
folículos espermáticos não indicaram a incorporação de mucinas ou 
cálcio na membrana exterior, contrariamente ao já verificado nos 
nematocistos de C. tagi. Importa igualmente salientar que não foram 
observadas zonas preferenciais de localização de lípidos. Após a 
fertilização in vitro foi possível registar as fases iniciais da divisão 
celular de C. tagi e observar a formação de um pólipo com 4 tentáculos 
em estado avançado. Observou-se que a sobrevivência dos pólipos pode 
estar dependente da presença de substrato e de condições adequadas de 
temperatura e salinidade. Investigações adicionais sobre o estágio 
medusa são igualmente necessárias para entender o crescente sucesso 
reprodutivo deste cifozoário em águas nacionais. Para além disso, os 






desenvolvimento no ciclo de vida, as plânulas e os pólipos, podem ter 
um papel fundamental no aparecimento de blooms desta espécie. 
  
   palavras-chave  
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The scyphozoan Catostylus tagi, native of the Tagus and Sado 
estuaries, has been studied for pharmaceutical and nutritional 
applications since 2004. However, as of this study, there are no data 
available on the biology of C. tagi and it is increasingly important to 
know the life cycle of this species so that it is possible to reproduce 
this organism in the laboratory, in order to be able to investigate it 
under controlled conditions and without being dependent on the 
seasonality of its life cycle. In this work the characterization of the 
reproductive system of C. tagi was started, along with the 
determination of in vitro fertilization conditions and maintenance of 
newly formed polyps.  
In the summer of 2016 and 2017, 100 specimens of C. tagi were 
collected at jellyfish stage. In the laboratory, in a first phase, 
microscopic analyses, histological and cytochemical analysis were 
performed on its gonads. Lastly, the in vitro fertilization process 
was also carried out. Sampled oocytes displayed diameters ranging 
from 11 to 60 μm, while the more elongated dimension of the 
spermatic follicles varied between 11 to 50 μm. No type of sexual 
dimorphism was recorded, with any reliable differentiations only 
being made possible through the use of an optical microscope. The 
preliminary cytochemical studies performed on oocytes and 
spermatic follicles did not indicate the incorporation of mucins or 
calcium in the outer membrane, in contrast to the findings already 
recorded for the nematocysts of C. tagi. It should also be noted that 
preference areas for lipid localization have not been observed. 
Following in vitro fertilization, it was possible to record the initial 
phases of the cellular division of C. tagi and observe the formation 
of a polyp with 4 tentacles in advanced state. It was also observed 
that polyps’ survival may be dependent on the presence of an 
adequate substrate and suitable conditions of temperature and 
salinity. Further research on the jellyfish stage is also needed to 
understand the increasing reproductive success of this scyphozoan 
in national waters. In addition, the present results demonstrate that 
the initial stages of development in the life cycle of this species, the 
IV 
 
planulae and the polyps, can play a key-role in the appearance of 
blooms of C. tagi.  
keywords  
  Catostylus tagi, gametogenesis, in vitro fertilization, life cycle, 
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1. Introdução 
1.1. Zooplâncton gelatinoso e a sua importância 
 
O zooplâncton gelatinoso é composto por representantes de vários filos de invertebrados marinhos 
caracterizados pela sua transparência e fragilidade, bem como pela elevada percentagem de água 
apresentada pelos seus tecidos (> 90%). Estes organismos apresentam um estágio do seu ciclo de 
vida planctónico (vivendo na coluna de água) sendo constituídos por um corpo gelatinoso (Diaz 
Briz et al., 2017). De entre estes organismos pertencentes ao zooplâncton gelatinoso destacam-se 
os membros do filo Cnidaria (classes Scyphozoa, Cubozoa, Hydrozoa e Staurozoa), Ctenophora 
(classes Nuda e Tentaculata) e o filo Chordata (classes Appendicularia e Thaliacea). (Raskoff et al., 
2003).  
Os cnidários são considerados como organismos-chave em vários campos de pesquisa, desde a 
evolução até a ecologia, devido à elevada diversidade morfológica e de ciclos de vida que 
evidenciam. Para além disso, estão ligados geneticamente ao grupo Bilateria, sendo possível assim 
estudar o desenvolvimento, a formação de padrões, a regeneração e a biologia celular deste grupo 
como modelo para compreensão destas questões em organismos "superiores". (Grawunder et al., 
2015).  
Em 2018, ficou estabelecido que o filo Cnidaria é composto por 8 classes (Anthozoa, Cubozoa, 
Hydrozoa, Polypodiozoa, Scyphozoa, Staurozoa, Myxozoa), tal como referido no World Register 
of Marine Species (“WoRMS”). As diferentes classes do filo Cnidaria estão atualmente 
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São uma componente notável das comunidades planctónicas e representam uma parte da biota 
aquática que é de elevada importância para o funcionamento da biosfera em termos de produção 
primária e secundária. Efetivamente, estes organismos não são apenas predadores importantes (de 
larvas e ovos de peixes) e competidores (comendo a mesma presa de alguns peixes) nas cadeias 
alimentares marinhas, são igualmente importantes como presas para uma variedade de predadores 
marinhos, incluindo tartarugas, pássaros, peixes e outros organismos gelatinosos (Pitt et al., 2014).  
Estes organismos têm a capacidade de formar grandes agregações (Graham et al., 2014), o que 
pode impactar negativamente o turismo, a saúde, a aquacultura e a pesca (Doyle et al., 2008). Para 
além disso, têm igualmente impacto na cadeia alimentar em vários níveis sendo por isso, necessário 
realizar um trabalho quantitativo adicional sobre as interações de organismos gelatinosos com 
peixes e outros grupos marinhos para avaliar a sua posição trófica e importância em ecossistemas 
pelágicos (Aubert et al., 2018).  
Vários fatores antropogénicos, tais como a sobrepesca, a eutrofização e as alterações climáticas 
globais, têm sido consideradas como possíveis causas para o aumento das populações de 
organismos gelatinosos (Arai, 2009; Mills, 2001; Pitt et al., 2014; Pradeu, 2011). Nesse contexto, é 
importante explorar a ecologia trófica dos cnidários para conhecer os potenciais predadores e a 
frequência com que estes organismos são consumidos e assim permitir o planeamento, gestão e o 
estudo de pescas em áreas específicas (Richardson et al., 2009). No entanto, estes organismos não 
Classe Sub classe Ordem 
Anthozoa 
Ceriantharia Penicillaria; Spirularia 
Hexacorallia Actiniaria; Corallimorpharia; Scleractinia; Zoantharia 
Octocorallia 
Alcyonacea; Helioporacea; Pennatulacea; Octocorallia 
incertae sedis 
Cubozoa - Carybdeida; Chirodropida 
Hydrozoa 
Hydroidolina Anthoathecata; Leptothecata; Siphonophorae 
Trachylinae Actinulida; Limnomedusae; Narcomedusae; Trachymedusae 
Polypodiozoa - Polypodiidea 
Scyphozoa 
Coronamedusae Coronatae 
Discomedusae Rhizostomeae; Semaeostomeae 
Staurozoa - Stauromedusae 
Myxozoa 
Malacosporea - 
Myxosporea Bivalvulida; Multivalvulida 
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representam apenas impactos negativos do ponto de vista económico, uma vez que as medusas 
possuem um papel importante no comércio asiático como alimento (Graham et al., 2014). 
Adicionalmente, foram já realizados avanços médicos relevantes usando alguns componentes 
derivados destes organismos, tal como o colagénio e a qniumucina, e foram igualmente descobertas 
novas aplicações biotecnológicas, tais como o potencial uso do muco destes organismos para a 
despoluição de nanopartículas (Patwa et al., 2015). Os cnidários também desempenham um papel 
ecológico fundamental no ecossistema marinho: representam um importante fornecimento de 
alimentos para as principais espécies de peixes e podem transferir nutrientes para a comunidade 
bentónica através da sua própria decomposição, particularmente após um bloom da população 
(Cardona et al., 2012; Sweetman & Chapman, 2015), também podem fornecer refúgios para 
pequenos peixes, evitando assim a sua predação por espécies maiores (Aubert et al., 2018). Quer 
tenham um impacto negativo ou positivo sobre os ecossistemas marinhos e os serviços que eles 
fornecem, os cnidários devem ser alvo de estudos que contemplem a sua e monitorização, gestão e 
valorização (Aubert et al., 2018).  
Os cnidários já são uma indústria multimilionária na economia global, tendo sido pesquisadas 
técnicas para produzir cifozoários comestíveis a grande escala (Khong et al., 2016). Os cifozoários 
podem ser uma boa escolha para fins aquícolas, uma vez que algumas das espécies podem ser 
encontradas durante todo o ano e mesmo aquelas que são sazonais podem ser produzidas em 
cativeiro e têm várias utilizações devido às suas características (Scanes, 2018). Por exemplo, 
nutricionalmente possuem baixo teor de calorias e gordura e alto teor de água e proteína (Khong et 
al., 2016). 
1.2. Cifozoários: Morfologia e ciclo de vida 
 
Os cifozoários no estádio medusa são constituídos por 97% de água e caracterizados por uma 
anatomia relativamente simples, consistindo em duas camadas de células, a ectoderme (camada 
exterior) e a endoderme (camada interior) separadas por uma substância gelatinosa, a mesoglea 
(Arai, 2012). 
A figura 1 ilustra a morfologia e a nomenclatura dos vários constituintes da medusa Aurelia aurita, 
o mais cosmopolita dos cifozoários. A maioria das medusas apresenta principalmente simetria 
radial, com uma estrutura em forma de sino (umbela). A superfície exterior da umbela é 
usualmente convexa e denomina-se de exumbela, enquanto a superfície interior (subumbela) é 
côncava e delimita a cavidade gastrovascular interna (coelenteron). O coelenteron funciona como 
estômago e intestino com uma abertura para a boca e o ânus, facilitando a digestão e distribuição de 
comida.  
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A subumbela possui uma extensão numa estrutura chamada de manúbrio, que contém a cavidade 
gástrica, e a boca apresenta-se suspensa no fim ou no centro desta estrutura. Perto da boca estão 
localizados os braços orais (de quatro a oito) e são utilizados para transportar o alimento que foi 
capturado (Arai, 2012).  
Figura 1- Exemplo de morfologia de medusa, Aurelia aurita. (A) Vista lateral; (B) Vista oral (Fox, 2006). 
A umbela possui na margem a ropália, em que estão distribuídos órgãos simples, tais como, 
estatocisto (concede equilíbrio), ocelli (detetores de luz) e “lapelas” (recetores de contacto). Para 
além disso, estes organismos possuem um sistema nervoso (sináptico) básico, mas eficiente 
constituído por recetores capazes de detetar luz, odor e outros estímulos. (Hamner, 1995).  
Quando o organismo se movimenta para uma certa direção, os estatocistos fazem pressão nos 
cílios, ativando as células nervosas. Este mecanismo permite que o organismo esteja informado da 
sua orientação e pode alterar a direção a partir de contrações de um lado da umbela (Arai, 2012).  
No que respeita às gónadas, estas surgem a partir da 
gastroderme, e usualmente situam-se na parte inferior 
da cavidade gastrovascular periférica para o cirro 
gástrico (Figura 1B). À medida que as bolsas gástricas 
crescem, o desenvolvimento inicial começa pela 
migração de células do endoderma gástrico para a 
mesogleia, formando as gónadas (Figura 2). As 
gónadas desenvolvidas situam-se em forma de cruz e 
no centro existem canais de mesoglea. Cada secção da 
cruz é uma evaginação no interior da bolsa gástrica, 
formando uma dobra. No interior desta dobra estão prolongamentos do epitélio (cirro gástrico), 











































Figura 2- Gónadas de Catostylus tagi (foto 
por Raquel Lisboa). 
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A maioria dos cifozoários são gonocóricos, ou seja, têm os sexos separados, o que faz com que 
exista ovogénese nas fêmeas e espermatogénese nos machos. Nas fêmeas, as células que se 
desenvolverão como óvulos surgirão do epitélio gastrodermal do ovário. À medida que os ovócitos 
crescem, vão aglomerando gradualmente na mesoglea da gónada, mas mantêm contato com células 
especializadas no epitélio, os trofócitos. Nos machos, os espermatozoides, como os de A. aurita e 
Catostylus mosaicus desenvolvem-se em folículos formados pela invaginação do epitélio na 
mesoglea do testículo. A cavidade do folículo está aberta para a cavidade gastrovascular e os 
espermatócitos são libertados da parede do folículo e amadurecem no centro do folículo, até serem 
formados os espermatozoides e posteriormente serem libertados. Os espermatozoides podem 
acumular-se na cavidade subgenital ou nos braços orais antes da libertação. A produção de gâmetas 
é dependente de vários fatores, entre eles a temperatura da água e incidência de luz (Arai, 2012). 
O estudo do ciclo de vida permite uma melhor compreensão das variações das populações de 
medusa e ajuda na identificação de pólipos no terreno. Até o momento, o número de ciclos de vida 
de cifozoários que estão documentados é pequeno, em relação ao total de espécies. Relativamente 
ao Oceano Atlântico, 18 das espécies estudadas apresentaram ciclo de vida bifásico e metagénico, 
consistindo numa fase medusoide sexual pelágica e uma fase polipoide assexuado séssil (Figura 3), 
sendo assumido que este é o padrão mais frequente nos ciclos de vida dos cifozoários (Schiariti et 
al., 2008; Arai, 2012; Morais et al., 2017). No entanto, existem exceções, por exemplo, 3 das 
espécies estudadas no Atlântico (Stygiomedusa gigantea, Pelagia noctiluca e Periphylla 
periphylla) mostraram ser holoplanctónicas, não apresentando fase séssil (Brotz, 2016). Para além 
disso, foi documentado que, em laboratório, Aurelia aurita foi capaz de desenvolver pólipos 
diretamente de medusas juvenis e também de desenvolver éfiras diretamente de plânulas (He et al., 
2015). 
 
O padrão geral inclui um ovo fertilizado que se desenvolve numa plânula e de seguida num pólipo 
(scyphistoma). O pólipo é bentónico e liberta inúmeras éfiras, assexuadamente, via estrobilização, 
podendo estrobilizar mais do que uma vez por época. As éfiras desenvolvem-se rapidamente em 
medusas e tornam-se planctónicas. Os pólipos podem reproduzir-se assexuadamente ou formar 
podocistos (Figura 3) - estruturas capazes de sobreviver por mais de 3 anos com reservas 
energéticas (Thein et al., 2012). Os podocistos são considerados elementos importantes na 
sobrevivência em condições adversas, como hipoxia e/ou temperaturas extremas, e como proteção 
na ocorrência de predação por nudibrânquios (Arai, 2009). 
 
 


























Como a taxa de crescimento dos pólipos e a sua capacidade de se multiplicarem assexuadamente 
tem um importante efeito na demografia da população de medusas (Lucas, 2001), tanto a fase 
bentónica como a fase pelágica do ciclo de vida do animal têm que ser consideradas, de modo a 
permitir compreender as mudanças no tamanho da população de medusas. No entanto, na maioria 
dos casos existe apenas informação para uma das fases, particularmente para a fase planctónica 
(Mills, 2001). A escassez de informação científica disponível pode dever-se ao facto de nesta fase 
do ciclo de vida as condições de estudo serem mais favoráveis. 
Existem vários fatores que têm impacto na reprodução, no comportamento alimentar e no 
assentamento das plânulas de medusas estuarinas devido principalmente às mudanças de salinidade 
da água causadas pelas alterações de correntes de rio. Em relação à espécie A. aurita, Amorim et 
al. (2018) observaram que os pólipos com as maiores taxas de crescimento foram encontrados em 
áreas com salinidade média acima de 19 e a temperaturas intermédias (13,5−23,4 °C), permitindo 
um aumento da produção de éfiras. A mais baixa taxa de sobrevivência ocorreu em salinidade 15 e 
temperatura da água 25 °C. 
A compreensão da dinâmica populacional dos cifozoários continua sendo extremamente reduzida e, 
como tal, o desenvolvimento de estratégias para gerir as ocorrências destes organismos e os seus 
Figura 3- Exemplo de ciclo de vida de cifozoário, Stomolophus meleagris (Arai, 2012). 
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impactos continuam a ser um desafio. Uma mudança em direção à gestão baseada na reprodução e 
no ecossistema contribuiria para a construção do conhecimento sobre as interações entre o recurso 
e o meio ambiente, além de ajudar a identificar os impactos do desenvolvimento dos cifozoários 
(Boero et al., 2008). 
 1.3. Catostylus tagi: Espécie de estudo 
 
O estuário do Tejo alberga uma das mais importantes e grandes populações de cifozoário, 
Catostylus tagi, (Haeckel, 1869), que atribuiu o seu nome por associação ao rio Tejo (Tagus), de 
onde é nativa e é considerada o segundo maior invertebrado da Europa (Costello, Emblow & 
White, 2001). Para além do estuário do Tejo, também habita o estuário do Sado. O estudo de 
Parracho (2013) constatou que os espécimes do género Catostylus que ocorrem no Tejo e no Sado 
são da mesma espécie, através da sequenciação parcial das regiões de DNA ribossomal 18S, 28S e 
ITS1 de exemplares de ambos os estuários. A tabela 2 mostra a comparação de C. tagi que ocorre 
no Tejo e Sado e também os resultados médios de ambas em comparação com a espécie C. 
mosaicus.  
 
Tabela 2- Similaridade entre as medusas Catostylus tagi do Tejo e do Sado e da sequência de consenso com Catostylus 








A figura 4 ilustra a semelhança entre o padrão do género Catostylus descrito por Stiasny (1922) e 
um exemplar de C. tagi corado com azul-de-metileno. A taxonomia atualmente adotada para C. 
tagi é a seguinte: domínio Eukarya, reino Animalia, filo Cnidaria, classe Scyphozoa, ordem 
Rhizostomeae, família Catostylidae, género Catostylus.  
 
Comparação 18S 28S ITS1 
 













(41/45; C. tagi 88-132 
e C. mosaicus 61-104) 
81 
(44/54; C. tagi 194-247 
e C. mosaicus 209-259) 
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Figura 4- (I) Padrão dos canais da subumbela do género Catostylus (Stiasny, 1922); (II) Padrão dos canais da subumbela 
de um exemplar de C. tagi, corado por A. Morandini (foto por Raquel Lisboa, 2017); (III) Umbela de C. tagi corada 
seletivamente com azul-de-metileno por A. Morandini (foto por Raquel Lisboa, 2017). 
 
O cifozoário Lychnorhiza lucerna (Haeckel 1880), da família Lychnorhizidae, género Lychnorhiza, 
nativo e o mais abundante do Atlântico Ocidental Sul, apresenta grande semelhança, no DNA 
ribossomal, nomeadamente nos fragmentos ITS1, 18S e 28S com cifozoários da família 
Catostylidae, género Catostylus, como mostra a figura 5. Deste modo, a informação referente à 
reprodução de L. lucerna pode fornecer um ponto de partida para o estudo deste tópico em C. tagi.  
 
 
Figura 5- Cladograma baseado no 18S rDNA de Catostylus tagi, Lychnorhiza lucerna, Catostylus mosaicus, Rhopilema 
esculentum, Cyanea capillata e Hydra magnipapillata (Parracho, 2013). 
 
O estuário do Tejo interliga-se com várias praias, pelo que, a oscilação natural das populações 
nativas pode ter consequências nas atividades humanas, tais como a pesca e atividades recreativas. 
Por exemplo, no verão de 2013, as praias de Carcavelos e da Costa da Caparica foram evacuadas 
devido ao aparecimento de erupções cutâneas/ urticária nos banhistas, existindo uma forte 
possibilidade destes incidentes terem ocorrido devido a um bloom de C. tagi, predominante nesta 
região (Morais & Parracho, 2014). 
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Foram realizados alguns estudos sobre C. tagi, para fins de aplicação em ciências da saúde como 
modelo em testes de ototoxicidade dos estatólitos, tendo sido utilizado o seu colagénio como matriz 
polimérica (Santos et al., 2017; Calejo, 2009). Para além disso, também foi estudada como fonte de 
alimento. Raposo et al. (2018) confirmaram que a ingestão desta espécie é segura, mesmo para 
indivíduos alérgicos, e as suas propriedades organoléticas foram aceitas pela população. Em 
particular, a umbela contém concentrações relevantes de ácidos gordos de cadeia muito longa, 
antioxidantes, colagénio e taurina, tornando-a uma possível fonte de suplementos alimentares, bem 
como uma potencial fonte para a produção de ingredientes especiais para a fabricação de alimentos 
para aquacultura (Morais et al., 2009). 
O interesse pela aquacultura desta espécie tem aumentado significativamente nas últimas décadas, 
porque a sazonalidade da ocorrência destes organismos compromete a utilização dos mesmos para 
o comércio ornamental. É assim necessário que futuros estudos sobre produtos naturais marinhos 
considerem o uso de espécimes produzidos em cativeiro. Esta abordagem permite uma obtenção 
mais fiável de biomassa de organismos produzidos em condições controladas em cativeiro, sendo 
para isso determinante ter um elevado grau de controlo sobre o ciclo de vida da espécie. No 
entanto, a manutenção destes organismos em aquários representa ainda um grande desafio, sendo 
necessário recorrer a sistemas de suporte de vida de complexidade moderada a elevada, sendo 
fundamental para isso obter o maior número de informação possível sobre esta espécie em geral e a 
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1.4. Objetivo do presente trabalho 
 
O cifozoário utilizado neste estudo é a espécie Catostylus tagi (Haeckel, 1869). O estudo deste 
organismo num local onde ele é nativo (estuário do Tejo) pode possibilitar uma melhor gestão onde 
a sua presença constitui um problema. Para além disso, também permite que futuros pesquisadores 
tenham a caracterização da parte reprodutiva desta espécie como referência, a partir da qual podem 
comparar os seus resultados.  
O presente trabalho, resultante de uma parceria entre o Departamento de Biologia da Universidade 
de Aveiro e a Egas Moniz Cooperativa de Ensino Superior CRL, teve como objetivo iniciar o 
estudo sistemático da biologia de C. tagi, com ênfase na caracterização do seu sistema reprodutivo 
e nas condições de fertilização in vitro. O presente trabalho pretende assim, caracterizar de forma 
detalhada a morfologia das gónadas femininas e masculinas desta espécie de cifozoário, os estádios 
de gametogénese, e realizar a fertilização in vitro, registando as fases de divisão celular, formação 
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2. Materiais e Métodos 
2.1. Caracterização da área de estudo e amostragem do material biológico 
As medusas C. tagi foram recolhidas na região da Trafaria (38°40'32.7"N 9°14'25.6"W; 
38°40'27.7"N 9°14'04.0"W) no rio Tejo (Figura 6), em Setembro e Outubro de 2016, e em Junho, 
Julho e Setembro de 2017. 
 
O estuário do Tejo possui uma extensa área composta por pântanos salgados, que funcionam como 
zonas de reprodução de organismos. No estuário superior e médio, o sedimento é constituído 
principalmente por areia enlameada enquanto no estuário inferior e área costeira adjacente 
predomina a areia (Vinagre, Costa & Dunne, 2017). As características na Trafaria já são 
essencialmente marinhas, podendo, no entanto, nos meses de Inverno fazer-se sentir uma maior 
influência da água salobra/doce do Rio. 
A tabela 3 apresenta as características gerais do estuário do Tejo, nomeadamente a área, a 
profundidade média, a variação da maré, o fluxo médio, a temperatura, a salinidade e o oxigénio 














Min. Máx. Min. Máx. 
325 10 4 400 12,8 22,2 34,5 1,9 9,2 
Tabela 3- Características gerais do estuário do Tejo (Cabral e Costa, 1999; Caçador, 2011). 
 
Figura 6- Zona de recolha de medusas Catostylus tagi. 
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A B 
O processo de recolha realizou-se num barco artesanal com auxílio de um camaroeiro (Figura 7A). 
As condições ambientais foram consultadas através do software WIFF (Sistema de previsão e 
monitorização em tempo real para a costa Portuguesa). 
Ao longo do estudo foram realizadas 10 recolhas de exemplares. O número de exemplares 
recolhidos dependeu do propósito do estudo; no total foram recolhidos 100 organismos (Tabela 4). 
 
Data Nº de exemplares Utilização 
08/09/16 10 





03/10/16 4 Estimulação de libertação de gâmetas 
26/06/17 6 Observações e medições 
12/07/17 15 
Observações, medições e fixação 
13/07/17 15 
04/09/17 10 
Fertilização in vitro 
07/09/17 10 
 
As amostras foram individualizadas através da marcação da subumbela com furos uniformes em 










Figura 7- (A) Técnica utilizada na recolha das amostras de Catostylus tagi; (B) Exemplar de Catostylus tagi 
individualizado pela metodologia de marcação numérica da subumbela com furos uniformes, indicando ser o décimo 
organismo recolhido. 
 
Consoante a utilização prevista, as amostras recolhidas foram armazenadas em conjunto ou em 
separado, no próprio barco ou no laboratório da Egas Moniz. A figura 8A mostra o armazenamento 
conjunto de medusas, utilizando um bidão de 50 L parcialmente cheio com água do local, e a 8B o 
armazenamento em separado utilizando um suporte plástico circular (300 mm) no qual as umbelas 
foram embaladas com filme plástico para dividir, proteger e facilitar as observações de cor. As 
Tabela 4- Número de exemplares de Catostylus tagi recolhidos ao longo do estudo e sua utilização. 
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observações macroscópicas permitiram a medição do tamanho da umbela e a determinação visual 










2.2. Observações das gónadas 
2.2.1. Medições dos gâmetas 
Foram realizadas 3 recolhas de espécimes em 2016, nas quais foram retiradas amostras de gónadas, 
tendo estas sido armazenadas em diferentes fixadores (Figura 9), nomeadamente Bouin, Gendre, 
Hollande, etanol e formaldeído1 (Lincoln & Sheals, 1979). Na primeira recolha, as amostras foram 
separadas por cor, verde ou castanha, portanto, existiam vários organismos com a mesma cor num 
mesmo recipiente (10 frascos no total). Na segunda recolha as amostras foram individualizadas no 
barco e mantidas nos diferentes fixadores anteriormente referidos, ou seja, amostras dos 10 
espécimes recolhidos divididas pelos 5 fixadores (50 tubos de ensaios no total), para determinar o 
fixador que permite uma melhor observação dos tecidos. Na terceira recolha fizeram-se 
observações macroscópicas e microscópicas apenas de material biológico fresco de 10 espécimes 
recolhidos. Na quarta recolha, as amostras de gónadas dos 10 espécimes recolhidos foram 
individualizadas no barco, divididas e mantidas apenas em etanol e formaldeído (20 tubos de 
ensaio no total). Em 2017, foram realizadas apenas duas saídas de campo para a observação e 
medição de gâmetas. Foi recolhida uma amostra de cada espécime (30 espécimes no total) e 
armazenada individualmente em formaldeído. 
 
                                                          
1 Ver Anexo I para uma descrição detalhada das soluções utilizadas. 
B A 
Figura 8- Armazenamento das amostras de Catostylus tagi. (A) Medusas inteiras em conjunto num 
reservatório; (B) Umbelas individualizadas em suportes. 
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     Figura 9- Amostras de Catostylus tagi recolhidas em 2016. 
 
As medições dos gâmetas (em µm) foram efetuadas após o armazenamento nos fixadores Bouin, 
Gendre, Hollande, etanol e formaldeído. Todas as medições foram realizadas em microscópio ótico 
ATC 2000 (Leica, Alemanha), na Egas Moniz. Foi observada uma amostra de cada espécime nos 
diferentes fixadores e em cada amostra realizaram-se 5 medições aleatórias. No total, realizaram-se 
600 medições, com erro associado de ±1μm. 
Regra geral, os ovócitos possuem forma arredondada e, portanto, o tamanho foi definido pelo 
diâmetro. As células que possuem forma irregular ou retangular, como os folículos espermáticos, 
foram medidas pelo lado de maior comprimento.  
 
2.2.2. Ensaios histológicos  
No desenvolvimento deste trabalho foram realizados 2 ensaios histológicos. O ensaio histológico 
realizado no IPMA consistiu na coloração de hematoxilina-eosina, baseada no método descrito por 
Martoja et al. (1967). Foram escolhidas amostras de quatro organismos (duas fêmeas e dois 
machos) que estavam fixados em etanol. Foi utilizado o microscópio BA410 Motic com câmera 
Moticam 10 (Motic, Hong Kong) para a observação. 
Para a preparação do ensaio histológico foram utilizadas na Escola Superior de Tecnologia da 
Saúde de Lisboa ESTsEL, as amostras fixadas em formaldeído. Os ensaios de coloração incluíram 
as colorações: azul ciano, negro sudão e Von Kossa. Após a desidratação da amostra e montagem 
em bloco de parafina, efetuaram-se os cortes histológicos e as técnicas de coloração segundo os 
procedimentos de rotina daquela instituição. Os resultados foram observados e registados 
fotograficamente num microscópio Leica DM 750 com câmara Leica ICC50 HD (Leica, 
Alemanha). 
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Em ambos os casos a ocular tinha ampliação de 10x e as objetivas usadas foram de 10x, 40x e 
100x. Nas figuras deste trabalho as ampliações são referidas consoante a ocular e a objetiva (100x, 
400x e 1000x). 
2.2.3. Microscopia eletrónica de varrimento, SEM  
A partir das amostras fixadas em cada solvente foram selecionados machos e fêmeas para análise 
por microscopia eletrónica de varrimento. As observações foram realizadas no MicroLab IST / UL, 
com o equipamento JSM-7001F (JEOL, Japão). Foram colocados 50 µl de cada amostra num suporte 
de amostra e depois revestida com uma película fina de Au / Pd (30 nm de espessura) (Figura 10). 
 
Figura 10- Equipamento de microscopia electrónica, IST/UL. (A) Visão geral do SEM; (B) Visão compartimento de 
amostra. 
 
2.3. Procedimentos de fertilização in vitro 
 
Em Setembro de 2017, foram realizadas duas saídas de campo durante a maré baixa. Em cada saída 
foram recolhidos 10 organismos (utilizando o mesmo método anteriormente referido) e retiraram-
se as gónadas a bordo e foram mantidas num falcon de 50 mL com água do local guardados num 
recipiente com gelo para conservar a temperatura. 
No laboratório, retiraram-se amostras das gónadas de cada organismo e observou-se à lupa EZ4 
(Leica, Alemanha), de forma a identificar o sexo e retirar filamentos gástricos que pudessem 
comprometer a integridade das gónadas. De seguida, para dar início ao processo de fertilização in 
vitro, foram selecionadas amostras de machos e fêmeas com base na qualidade dos gâmetas e 
foram colocadas em recipientes com 80 mL de água do local, representado no esquema da Figura 
11.  
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Os ensaios realizados tiveram em conta a presença e ausência de substrato, de forma a analisar a 
preferência das plânulas à presença/ausência de substrato. No ensaio com substrato, a amostra da 
gónada da fêmea 2 foi colocada juntamente com amostra da gónada do macho 1 num recipiente 
com substrato de madeira. Amostras das gónadas da fêmea 10 e do macho 4 também foram 
colocadas juntas em 4 recipientes, cada um com substrato diferente (areia, concha, madeira e 
plástico).  
No ensaio sem substrato, amostra da fêmea 2 foi colocada juntamente com o macho 7 em 2 
recipiente em horas diferentes (15h46 e 16h46). Amostra da fêmea 3 foi colocada juntamente com 
4 machos em 4 recipientes. A amostra da fêmea 10 foi colocada com 3 machos em 3 recipientes. 
Após a libertação dos gâmetas, foram removidos dos recipientes os tecidos das gónadas, de forma a 
não comprometer a fertilização.  
Os recipientes foram colocados em agitadores orbitais, com agitação suave, a 19 °C, para 






Os registos dos estádios iniciais da divisão celular após a fertilização in vitro foram realizados na 
Egas Moniz, em lâminas adequadas, utilizando o microscópio DMLB com câmara DFC 290 HD e 
software Las V4.12 (Leica, Alemanha). A calibração do microscópio foi realizada com a lâmina de 














Com substrato  
Se m substrato  
Identificação do sexo ao microscópio  
+ Eliminação dos filamentos gástricos   
20 Espécimes 20 Gónadas 20 Gónadas individualizadas 
em 20 falcon de 50 mL 
Figura 11- Esquema do processo de fertilização in vitro a partir dos espécimes recolhidos. 
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2.4. Observações e procedimentos para a sobrevivência dos pólipos 
 
A formação, crescimento e sobrevivência dos pólipos foram acompanhados diariamente com 
observações à lupa S9i Stereozoom com câmara integrada (Leica, Alemanha) 
 (Figura 12). A cultura dos pólipos foi realizada em condições constantes de temperatura (19 ± 1 
°C) e salinidade (34 ± 1). Para além disso, os recipientes foram mantidos no escuro, a fim de 
minimizar o crescimento de algas.  
 
Quando a maioria dos pólipos de cada recipiente formou 6 tentáculos, passaram a ser alimentados a 
cada 2 dias, alternando-se o fornecimento de gónadas femininas de mexilhão maceradas e rotíferos 
fornecidos ad libitum.  
 
Foram removidos diariamente, com uma pipeta Pasteur, os ovos de mexilhão, rotíferos mortos, e 
quaisquer outras partículas de lixo detetadas nos recipientes. Aproximadamente entre 20% a 50% 
da água em cada recipiente foi removida após os pólipos terem sido alimentados e substituída por 
água do local filtrada, com os mesmos parâmetros termohalinos descritos acima.  
 
 
Figura 12- Acompanhamento da sobrevivência dos pólipos de Catostylus tagi, em lupa S9i. 
. 
2.5. Análise estatística  
Neste trabalho, o tratamento de resultados foi realizado utilizando os programas Excel versão 2013 
(Microsoft, EUA) e SPSS versão 25 (IBM, EUA). A normalidade dos grupos de dados foi avaliada 
pelo teste de Shapiro-Wilk; aqueles com distribuição não gaussiana foram analisados através de 
testes não paramétricos. Para comparar grupos independentes em que a variável dependente era ou 
ordinal ou contínua, mas não normalmente distribuída utilizou-se o teste U de Mann-Whitney. 
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Figura 13- Exemplar típico 
de medusa Catostylus tagi 
recolhido no Tejo. 
 
Foram considerados significativos valores de p ≤ 0,05. Os testes estatísticos aplicaram-se à 
comparação das dimensões bianuais dos ovócitos e dos folículos espermáticos. 
 
3. Resultados  
 
3.1. Morfologia das gónadas femininas e masculinas 
Foram recolhidos, no total, 100 exemplares de C. tagi. A figura 13 
ilustra um dos exemplares de C. tagi recolhidos, o qual possui 
umbela com cerca de 220 mm. As propriedades de massa e 
dimensão inseriram-se nos intervalos anteriormente descritos em 
Morais et al. (2009), designadamente: massa média total 2424,7 ± 
642,4 g; massa média da umbela 1024,8 ± 212,6 g; diâmetro médio 
da umbela 229 ± 12 mm; comprimento médio do braço mais longo 
268 ± 64 mm. 
Esta espécie é caracterizada por possuir uma umbela afunilada e 
braços orais ramificados de cor amarelo-castanho. Os oito braços 
orais estão conectados por um anel de canais ramificados. Alguns 
dos quais prolongam-se até ao extremo da umbela, onde existem oito 
órgãos sensoriais, conhecidos como ropália.  
 
A cavidade gastrovascular consiste numa estrutura de quatro extremos em forma de cruz, 
constituída por uma série de canais, que formam um sistema circulatório aberto à cavidade do 
estômago. As regiões periféricas, bolsas ou canais permitem que o alimento seja distribuído da 
cavidade do estômago na umbela, para os tentáculos e para os braços orais. As gónadas surgem da 
gastroderme e podem possuir várias colorações, castanho, verde e esbranquiçado (Figura 14A e B). 
A observação das gónadas de C. tagi permitiu confirmar que as fêmeas possuem ovócitos com 
forma esférica regular com uma parede celular bem definida enquanto nos machos são observados 
folículos com forma alongada irregular (Figura 14 C e D).  
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Figura 14- Gónadas de Catostylus tagi. (A) Gónada feminina fresca, barra de escala 10 cm; (B) Gónada masculina 
fresca, barra de escala 10 cm; (C) Ovócitos em formaldeído, barra de escala 30 µm; (D) Folículos espermáticos em 
formaldeído, barra de escala 20 µm; (E) Ovócitos com coloração hematoxilina-eosina, barra de escala 10 µm; (F) 
Folículos espermáticos com coloração hematoxilina-eosina, barra de escala 10 µm. As barras em (E) e (F) indicam o 
modo de medição dos comprimentos. 
 
As figuras 14E e 14F ilustram o modo de medição dos gâmetas de C. tagi cujos resultados gerais se 
apresentam no diagrama de extremos e quartis da figura 22. Em resumo, em Setembro de 2016, o 
intervalo medido situou-se entre 17 e 44 µm, mediana 30 µm, para o diâmetro dos ovócitos das 
fêmeas (n=95), e entre 11 e 40 µm, mediana 25 µm, para a extremidade mais longa dos folículos 
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espermáticos dos machos (n=305). Em Junho de 2017, os ovócitos (n=40) apresentaram o intervalo 
26-42 µm, mediana 25 µm, e os folículos espermáticos (n=110) 11-29 µm, mediana 24 µm. A 
aplicação do teste U de Mann-Whitney indicou não haver diferença significativa entre o diâmetro 
dos ovócitos (p> 0,05) de 2016 e 2017, mas sim nos comprimentos dos folículos espermáticos (p 
<0,05).  
 
Figura 15- Gónadas femininas e masculinas de Catostylus tagi. F16 e F17: diâmetro dos ovócitos em Setembro 2016 
(n=95) e Junho-Julho 2017 (n=40), respetivamente. M16 e M17: comprimento dos folículos espermáticos em Setembro 
2016 (n=305) e Junho-Julho 2017 (n = 110), respetivamente. 
 
Inicialmente investigou-se a ocorrência de dimorfismo sexual, tanto em relação à cor das gónadas 
como em relação ao diâmetro da umbela. Determinou-se o sexo, cor das gónadas e diâmetro de 
umbela em 73 exemplares (Tabela 5). A 20 dos organismos recolhidos determinou-se apenas o 
sexo, para fins de fertilização in vitro. Dos 7 organismos restantes, 4 não foram caracterizados 
(ensaios de fertilização) e 3 não apresentavam gónadas desenvolvidas.  
A proporção de machos encontrados foi de 70% em 2016 (28 em 40) e de 57% em 2017 (30 em 
53), correspondendo no total a 62% (58 em 93). Com estes dados, não se verificou nenhuma 
tendência uma vez que, os machos representaram mais de 50% dos organismos com gónadas 
verdes ou castanhas (Tabela 5) e a comparação estatística, pelo teste U de Mann-Whitney, indicou 
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        Tabela 5- Sexo, cor e diâmetro da umbela de exemplares de Catostylus tagi recolhidos em 2016 e 2017. 
2016 
 Verde Castanho Total 
Diâmetro umbela (,m) 
Min. Máx. Média 
MACHO 15 13 28 
210 260 231±21 
FÊMEA 4 8 12 
2017 
 Verde Castanho Total 
Diâmetro umbela (mm) 
Min. Máx. Média 
MACHO 20 3 23 160 290 204±31 
FÊMEA 8 2 10 170 280 220±35 
 
3.2. Estudos preliminares sobre a histoquímica e a citoquímica das gónadas 
No presente trabalho iniciaram-se os estudos histoquímicos e citoquímicos das gónadas de C. tagi 
mas não foi possível otimizar cada coloração, pelo que, as amostras foram tratadas segundo os 
procedimentos utilizados em humanos. Apresentam-se os resultados obtidos em gónadas femininas 
e masculinas de C. tagi referentes às colorações: azul ciano, negro Sudão e Von Kossa (Figura 26). 
 
                         
 





10 µm 10 µm 
10 µm 
10 µm 
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Figura 16- Coloração histoquímica das gónadas de Catostylus tagi com os corantes azul ciano, negro Sudão, e Von 
Kossa. (A) Gônadas de fêmea coradas com azul ciano; (B) Gônadas de macho coradas com azul ciano; (C) Gônadas de 
fêmea coradas com negro Sudão; (D) Gônadas de macho coradas com negro Sudão; (E) Gônadas de fêmea coradas com 
Von Kossa; (F) Gônadas de macho coradas com Von Kossa. As setas destacam o resultado de cada coloração. Escala 
indicada na figura. 
 
Através da coloração azul ciano, detetaram-se mucinas nas gónadas. As fotomicrografias mostram 
as mucinas no exterior dos óvulos e dos folículos espermáticos e sugerem que as mucinas não 
fazem parte da membrana perimetral destas células (Figura 16 A e B). Pela coloração negro Sudão, 
os lípidos foram localizados sobretudo no interior das células segundo uma distribuição continua. 
(Figura 16 C e D). Com a coloração de Von Kossa, detetou-se a presença de cálcio, em distribuição 
descontínua, dentro e fora das células (Figura 23 E e F). 
3.3. Estádios de gametogénese, ovogénese e espermatogénese 
 
Ovogénese 
A figura 17 ilustra o corte histológico da gónada feminina, com coloração hematoxilina-eosina, nas 
ampliações 100x (A), 400x (B) e 1000x (C). 
 
Verifica-se que a parede genital é constituída por várias camadas, em que se destacam um epitélio 
genital externo de origem ectodérmica (EpG), a epiderme (Ep), a gastroderme (G) e um tecido 
mesogleico (Mg), entre estas últimas camadas, onde se situam os ovócitos de vários tamanhos (Fig. 
17A). 
 
Pelas características da C. tagi observadas neste trabalho, constatou-se ser possível classificar as 
fases da sua ovogénese utilizando o critério proposto por Schiariti (2008). Assim, em função da 
densidade de grânulos de vitelo, do nível de basofilia do citoplasma, e do tamanho, estabeleceram-
se quatro fases de ovócitos: pré-vitelogénese (PV), vitelogénese inicial (VI), vitelogénese 
intermédia (VM) e vitelogénese avançada (VA) (Fig. 17B). 
 
E 
10 µm 10 µm 
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Na primeira fase de vida (PV) os ovócitos possuem forma arredondada e o núcleo (N) destacado. O 
ooplasma (Op) apresenta-se escuro devido à elevada basofilia. Para além disso, os ovócitos estão 
associados à epiderme (Ep). 
 
Na fase seguinte (VI) inicia-se a vitelogénese, e os ovócitos adquirem um maior tamanho do que as 
células ao seu redor. Para além disso, projetam-se na mesogleia mantendo contato com a 
gastroderme através dos trofócitos (Tr) (Fig. 17C). 
 
Na fase intermédia (VM), os ovócitos moveram-se quase completamente das gastroderme, a única 
ligação que têm é pelo trofócito. A quantidade de grânulos aumentou e o ooplasma apresenta uma 
coloração mais clara. O núcleo vai situar-se na direção da gastroderme, onde há contacto entre a 
gastroderme e os trofócitos. A maior parte dos ovócitos apresentam-se maduros e com um nucléolo 
(Nlo) evidente.  
 
A próxima fase (VA) é determinada pela presença de ovócitos com uma coloração mais clara e 
cobertos de grânulos de vitelo. Para além disso, apresentam grandes núcleos, indicando que está no 








Figura 17- Corte histológico de gónada feminina de Catostylus tagi com ovócitos em diferentes estádios. 
(A) 100x; (B) 400x; (C) 1000x. (N) Núcleo; (Op) Ooplasma; (PV) Pré-vitelogénese; (Tr) Trofócito; (VA) 
Vitelogénese avançada; (VI) Vitelogénese inicial; (VM) Vitelogénese intermédia. Coloração 



















As gónadas masculinas são compostas por folículos espermáticos (FE), que possuem forma 
retangular, dentro dos quais ocorre a espermatogénese (espermatídios em espermatozoides), que se 
desenvolve em direção ao centro do folículo. 
 
A partir da gastroderme surgem os espermatogónios (EG), células esféricas que se encontram no 
início do folículo espermático. Estas células diferenciam-se em espermatócitos (EC), possuem 
forma esférica, citoplasma reduzido e núcleo denso.  
 
De seguida formam-se os espermatídios (ET), com tamanho e citoplasma reduzido e mais escuro. 
Por fim, estas células vão diferenciar-se em espermatozoides (EZ) através do processo conhecido 
como espermiogénese. Este processo consiste principalmente na transformação dos ET em EZ 
através da eliminação do citoplasma, e com o crescimento gradual da cauda dos EZ. 
 
No estágio final da espermatogénese, os EZ estão localizados com as cabeças juntas formando 
grupos densos com as caudas espalhadas. Após a maturação, o EZ é libertado do folículo 
espermático para a cavidade subgenital. Os folículos espermáticos entram no estado pós-
evacuação, em que se observa uma possível reversão folicular (presença de células e espaços livres 
no seu lúmen). 
 
Simultaneamente com o estado de reversão folicular, observou-se a presença de EG, EC e ET no 
lúmen, indicando que as várias fases podem coexistir dentro do mesmo folículo. 
 




Figura 18- Corte histológico de gónada masculina de Catostylus tagi com diferentes estádios de 
espermatogénese. (A) 100x; (B) 400x; (C) 1000x. (EC) Espermatócitos; (EG) Espermatogónios; (ET) 
Espermatídios; (EZ) Espermatozoides; (FE) Folículo espermático. Coloração hematoxilina-eosina. 
Escalas indicadas nas figuras. 
 
FE 
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3.4. Observações por microscopia eletrónica de varrimento, SEM  
Dentre os fixadores testados, o formaldeído revelou-se o mais compatível para as imagens em 
SEM. As figuras 19A e 19B mostram gónadas femininas e masculinas intactas; os ovócitos com 
uma dimensão de 35 a 55 µm de diâmetro e os folículos espermáticos com dimensões de 18x30 µm 




De referir que as medições dos ovócitos e folículos espermáticos nas colorações histológicas e em 
microscopia eletrónica apresentaram resultados ligeiramente superiores, em geral na gama de 15-60 
µm para os ovócitos e 15-50 µm para os folículos espermáticos, que os observados nas medições 
com os fixadores.  
 
3.5. Ensaios de fertilização in vitro 
Foi possível observar ovos fecundados com corpos polares após 2 h da fertilização ter ocorrido. A 
partir do ovo fecundado até ao início da divisão celular passaram sensivelmente 6 h. A partir de 
então, 90 minutos a 120 minutos foram suficientes para a formação de aproximadamente 64 
células.  
 
As plânulas formaram-se, em média, 24 h após a fecundação ter ocorrido. Algumas plânulas 
converteram-se em pólipos muito rapidamente (~2 h). No entanto, o tempo de desenvolvimento de 
um pólipo recém-assentado num pólipo com 4 tentáculos em estado avançado teve a duração de 
aproximadamente 46 h, sendo assim a mais lenta das etapas de desenvolvimento pós-fecundação.  
 
A tabela 6 apresenta a compilação da evolução do ovo fecundado de C. tagi ao pólipo em estado 
avançado, em 12 etapas. A figura 20 ilustra proporcionalmente o tempo de cada etapa. 
A B 
Figura 19- Observações SEM das gónadas de Catostylus tagi. (A) Ovócitos intactos; (B) Folículos 
espermáticos intactos. 
 







































A figura 21 apresenta seis fotomicrografias de divisões radiais e holoblásticas dos embriões em 
desenvolvimento da C. tagi. Este processo começou com uma célula (188 µm) com corpos polares 
(A) e de seguida, a primeira divisão (B) iniciou-se num dos pólos da célula e o embrião 
transformou-se em forma de coração (211 µm). A primeira e segunda divisão ocorreram 
longitudinalmente, formando 2 células com 233 µm (C), enquanto a terceira divisão foi horizontal, 
transformando em 4 células com 250 µm (D). A membrana vitelina era claramente visível e 
desenvolveu-se o estágio de oito células com 227 µm (E). Os embriões passaram ainda pelos 
estágios da mórula e da blástula com 214 µm (F). 
Etapa Evolução do ovo fecundado  
Tempo após a 
fertilização 
(horas) 
1 Ovo fecundado com presença de corpos polares  2 
2 Início da divisão celular  8 
3 2 Células  8,5 
4 4 Células  8,75 
5 8 Células  9 
6 ~ 64 Células  9,5 
7 Plânula  24 
8 Plânula em estado avançado  25 
9 Pólipo recém-assentado  26 
10 Pólipo com 3 tentáculos  48 
11 Pólipo com 4 tentáculos  48 
12 Pólipo com 4 tentáculos em estado avançado  72 
Tabela 6- Caracterização e duração das etapas da evolução do ovo fecundado de Catostylus tagi. 
Figura 20- Cronologia das etapas de evolução do ovo fecundado de Catostylus tagi. 
 






As duas plânulas da figura 22A observaram-se após 24 h de fertilização, uma com cerca de 338 µm 
de comprimento e 175 µm de largura, outra com aproximadamente 287 µm de comprimento e 175 
µm de largura, na parte mais larga, e 100 µm de largura, na parte mais estreita. Ambas as plânulas 
possuíam extremidades arredondadas e coloração castanha. Foi possível visualizar os cílios que 
tornam possível o movimento natatório destes organismos. A resolução disponível não permitiu 
distinguir a presença nem a localização dos nematócistos na plânula, pelo que não foi possível 
Figura 21- Observações a fresco das divisões celulares resultantes da fertilização in vitro de Catostylus 
tagi. (A) Ovo fecundado com presença de corpos polares; (B) Início da divisão celular; (C) Divisão em 2 












verificar se os mesmos tinham uma distribuição homogénea ou se se localizavam numa região 
específica.  
 
Na fase seguinte (Figura 29B), a plânula (400 µm) encontra um substrato e começa o início do 
assentamento com a perda do movimento e o ganho de talo vestigial. Por último (Figura 29C), a 
forma de plânula desaparece por completo e forma-se uma estrutura em forma de pêra (275 µm), 




Figura 22- Observações a fresco dos organismos resultantes da fertilização in vitro de Catostylus tagi. (A) Plânula; (B) 
Plânula em estado avançado; (C) Pólipo recém-assentado. Escalas indicadas nas figuras. 
 
As observações seguintes demostraram que os pólipos começaram a formar corpos colunares que 
se ligaram a um substrato duro na superfície aboral (Figura 23). Os pólipos mais desenvolvidos 
possuíam a parte superior do corpo em forma de cálice, num talo curto, e começaram a desenvolver 
a superfície oral, sendo esta composta por um anel de tentáculos em torno de uma boca central, 
conhecida como disco oral, e tentáculos nas extremidades, que auxiliam na captura de alimento.  
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O estado inicial do pólipo apresentado na figura 23A possuía 3 tentáculos vestigiais e 141 µm de 
tamanho no primeiro dia. Na fase seguinte (Figura 23B), o pólipo desenvolveu-se, apresentando 
quatro tentáculos, com o início da formação do disco oral e apresentando um maior tamanho (189 
µm). No segundo dia, o pólipo apresentou uma estrutura mais complexa com o disco oral 












3.6. Estudos preliminares sobre a sobrevivência dos pólipos 
Após o assentamento das plânulas foi registado diariamente o desenvolvimento das plânulas e dos 
pólipos ao longo do tempo nos diferentes substratos (Tabela 7). A 12 de Setembro havia 257 
organismos, dos quais 176 plânulas e 81 pólipos. Sendo o primeiro dia de assentamento, a maioria 
dos organismos ainda se mantinha na forma de plânula. Ao longo dos dias observou-se uma maior 
transformação de plânula para pólipo até que no dia 20 de Setembro restavam 133 organismos, dos 















Figura 23- Observações a 
fresco dos estádios de 
maturação do pólipo de 
Catostylus tagi. 
(A) Pólipo com 3 tentáculos- 
1 dia;  
(B) Pólipo com 4 tentáculos- 
1 dia;  
(C) Pólipo com 4 tentáculos- 
2 dias.  
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          Tabela 7- Dados de sobrevivência dos pólipos de Catostylus tagi ao longo dos primeiros 8 dias de assentamento. 
Frascos* 
1ºDia 2ºDia 3ºDia 4ºDia 5ºDia 8ºDia 
Pla/Pol** Pla/Pol Pla/Pol Pla/Pol Pla/Pol Pla/Pol 
10.4 Plástico 10/37 3/46 1/40 0/41 0/41 0/32 
10.4 Madeira 2/36 0/35 0/35 0/28 0/28 0/28 
10.4 Areia 20/2 15/2 8/4 6/6 6/6 6/6 
10.4 Concha 14/6 16/6 5/4 3/7 3/7 3/6 
10.2;10.5;10.7 21/0 20/0 8/0 7/1 7/1 3/3 
2.1 15h46 Madeira 43/0 35/0 29/0 27/2 26/3 23/6 
2.7 15h46 13/0 8/1 3/0 4/2 4/2 1/5 
2.7 16h46 41/0 23/2 8/4 2/4 1/5 0/5 
3.2; 3.3; 3.6; 3.7 12/0 9/0 9/0 9/0 9/0 6/0 
 
*A identificação dos frascos baseou-se no nº do macho e fêmea utilizados. A denominação plástico, madeira, areia ou 
concha, refere o tipo de substrato. A indicação de hora aplicou-se no caso de repetição de ensaio. A denominação de 
vários pares indica os ensaios de fertilização que foram reunidos no mesmo frasco. 
 
** Pla = plânula; Pol = pólipo. 
 
 
A taxa de sobrevivência dos pólipos foi 51,7% nas condições de temperatura (19 ± 1 °C) e 
salinidade (34 ± 1).  
 
A figura 24 mostra a percentagem de sobrevivência dos pólipos de C. tagi relativamente aos dias 
de assentamento da plânula, tendo em conta os resultados globais (I), os resultados por frasco (II), e 
os resultados segundo a presença de substrato (III); os resultados apresentados são a interpretação 
gráfica da tabela 10. Nos resultados globais (I), observou-se uma taxa elevada de sobrevivência de 
pólipos no segundo dia (~81%), uma queda acentuada no terceiro dia e uma tendência de 
estabilidade com alguma diminuição nos dias seguintes (~50%). A maior taxa de sobrevivência 
verificou-se nos recipientes que possuíam substrato, especificamente madeira e plástico, enquanto a 
menor taxa observou-se nos recipientes sem substrato (II e III). A areia e a concha foram os 
substratos com os resultados mais baixos, tendo este último uma taxa de sobrevivência abaixo dos 
50 % nos últimos dias.  











































Figura 24- Acompanhamento da sobrevivência dos pólipos de Catostylus tagi. (I) Resultados globais; (II) Resultados por 
frasco; (III) Resultados segundo a presença de substrato. 
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Após 7 dias de assentamento, o pólipo (300 µm de altura e 500 µm de largura) apresentava uma 
estrutura muito complexa com o disco oral, o “pé” e talo completamente desenvolvidos (Figura 
25). Para além disso, possuía um maior número de tentáculos (6-7) de maior tamanho e com 
capacidade de retração. Foi possível observar que os pólipos possuíam uma cor 
branca/transparente, mas após a ingestão dos ovos de mexilhão tornavam-se ligeiramente 
alaranjados e maiores. O bom desenvolvimento dos pólipos deveu-se às condições favoráveis para 
tal, ou seja, foi feito um grande controlo dos fatores termohalinos, da limpeza e principalmente da 
alimentação. Foi observada uma preferência alimentar para os ovos de mexilhão em relação aos 
rotíferos por parte dos organismos em cultivo.  
 
Figura 25- Observação a fresco de pólipo de Catostylus tagi após 7 dias de assentamento, barra de escala 500 µm (foto 
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4. Discussão 
4.1. Morfologia das gónadas femininas e masculinas 
A cavidade gastrovascular consiste numa estrutura de quatro extremos em forma de cruz, 
constituída por uma série de canais, que formam um sistema circulatório aberto à cavidade do 
estômago. As regiões periféricas, bolsas ou canais permitem que o alimento seja distribuído da 
cavidade do estômago na umbela, para os tentáculos e para os braços orais. As gónadas surgem da 
gastroderme e podem possuir várias colorações, castanho, verde e esbranquiçado (Figura 21A e B). 
Estruturas semelhantes foram observadas noutras espécies da ordem Rhizostomeae (Schiariti, 
2008; Pitt & Kingsford, 2000). 
A observação das gónadas da C. tagi permitiu confirmar que as fêmeas possuem ovócitos com 
forma esférica regular com uma parede celular bem definida, enquanto nos machos são observados 
folículos com forma alongada irregular (Figura 21 C e D). Estas formas assemelham-se às de outras 
Rhizostomae, como L. lucerna (Schiariti, 2008) e C. mosaicus (Pitt & Kingsford, 2000). 
De acordo com os resultados referentes aos tamanhos das células sexuais registados, existe uma 
tendência para os ovócitos possuírem uma maior dimensão que os folículos espermáticos. Estes 
dados são corroborados com estudos de outros autores, os quais também observaram que os valores 
variam com o gênero e com a altura do ano (Pitt & Kingsford, 2000; Milisenda, 2016). No entanto, 
o número de amostras e o número de anos em que as medições foram feitas são insuficientes para 
tirar conclusões sobre variações nos tamanhos das gónadas da C. tagi entre Junho-Julho e 
Setembro. 
Tal como foi observado em C. tagi, foram registadas medições semelhantes, para L. lucerna com 
ovócitos de 11 a 60 µm de diâmetro e folículos espermáticos entre 40 a 70 µm (Schiariti, 2008), e 
para C. mosaicus com ovócitos de 16 a 64 µm, e folículos espermáticos aproximadamente com 60 
µm (Pitt & Kingsford, 2000).  
Os resultados deste trabalho indicaram não haver relação entre a cor das gónadas, o diâmetro da 
umbela e o sexo dos animais, tal como já referido para outros cifozoários (Pitt & Kingsford, 2000; 
Schiariti, 2008). Mais recentemente, foi reportada a ocorrência de mais gónadas verdes entre os 
machos (88%) e mais gónadas castanhas entre as fêmeas (72%) de L. lucerna, embora esta 
tendência necessita de mais observações para que possa ser confirmada. (Schiariti et al., 2012). No 
caso da espécie C. tagi não se verificou nenhuma tendência, sendo que os machos representaram 
mais de 50% dos organismos que exibiam tanto gónadas verdes como gónadas castanhas (Tabela 
8). Por este motivo, a única forma confiável de caracterização sexual foi conseguida através de 
observação à lupa ou microscópio. 
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Em relação aos cifozoários mais semelhantes a C. tagi, a literatura refere uma percentagem de 57% 
de machos em recolhas aleatórias de L. lucerna (Schiariti, 2008) e percentagens próximas de 50% 
para C. mosaicus (Pitt & Kingsford, 2000). 
4.2. Estudos preliminares sobre a histoquímica e a citoquímica das gónadas 
Através da coloração azul ciano, método utilizado para detetar polissacarídeos ácidos nas gónadas 
corando-as de azul/ azul-esverdeado, foi possível verificar nas fotomicrografias realizadas as 
mucinas ácidas no exterior dos óvulos e dos folículos espermáticos. Estas observações sugerem que 
as mucinas não fazem parte da membrana perimetral destas células (Figura 23 A e B). Estas 
observações são concordantes com o estudo de Adonin (2009), que a partir de uma análise 
histoquímica com azul ciano observou que os ovócitos de A. Aurita continham polissacarídeos 
ácidos. 
Pela coloração negro Sudão, os lípidos foram localizados apresentando uma coloração azul-escuro, 
sobretudo no interior das células segundo uma distribuição continua (Figura 23 C e D). Isto sugere 
que os ovócitos possuem depósitos de lípidos, tendo como principal função, fornecer energia para o 
desenvolvimento do processo de gametogénese (Arcos-Ortega, 2015). Os lípidos estão depositados 
nos ovócitos e podem armazenar maior conteúdo de energia por unidade de volume do que as 
proteínas ou os hidratos de carbono (Milisenda, 2016). Consequentemente, os lípidos têm um efeito 
importante no desenvolvimento das gónadas e na sua fecundidade. Por exemplo, nos corais foi 
observado que o volume de ovócitos e de espermatozóides produzidos são positivamente 
correlacionados com o conteúdo lipídico (Viladrich et al., 2017). 
Com a coloração de Von Kossa, detetou-se a presença de depósitos de cálcio, numa distribuição 
descontínua, dentro e fora das células (Figura 23 E e F). O cálcio desempenha um papel 
fundamental durante a fertilização nas interações entre células e desencadeia, por exemplo, a 
formação de uma membrana de fertilização para prevenir a polispermia (Dehsari, 2017). Para além 
disso, auxilia o crescimento e a ativação do ovócito e o desenvolvimento folicular e embrionário. 
Na maioria das espécies, o espermatozóide tem um papel significativo no desencadeamento do 
aumento da concentração de cálcio no ovócito (Dehsari, 2017). 
4.3. Estádios de gametogénese, ovogénese e espermatogénese 
Como já foi referido a informação relativa à reprodução e seus constituintes da C. tagi é muito 
escassa, por este motivo os resultados podem apenas ser comparados com outras espécies, 
nomeadamente, C. mosaicus, L. lucerna e Nemopilema nomurai, uma vez estas possuem muitas 
características morfológicas e genéticas semelhantes à espécie em estudo.  
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No presente estudo foi possível observar ovócitos de várias fases de desenvolvimento ao longo da 
gastroderme, o que leva a afirmar que as fêmeas desta espécie possuem um ciclo reprodutor 
esperado, semelhante ao observado para outras espécies próximas e estas observações são 
concordantes com os resultados de outros autores, tais como: Ohtsu (2007) e Strathmann (2017), 
que descreveram uma morfologia do órgão genital feminino semelhante para N. nomurai, assim 
como Pitt & Kingsford para C. mosaicus (2000) e Schiariti (2008) para L. lucerna.  
Foram observados ovócitos no exterior da gastroderme, o que leva a assumir que estes estariam 
prontos a serem libertados e fecundados pelos espermatozoides. Arai (2009) propôs que a 
fertilização pode ocorrer dentro do ovário, no entanto, sempre se assumiu que os ovócitos 
completam o seu desenvolvimento fora da gónada, seja na cavidade gástrica, canais dos braços da 
boca ou na água circundante. Esta hipótese é apoiada pelo estudo de Schiariti et al. (2012), em que 
foram observados ovócitos de L. lucerna extrudidos através de uma abertura na gastroderme no 
ponto em que estavam em contato com os trofócitos. 
Existem dois tipos de ovogénese entre as ordens dos cifozoários. Nas espécies das ordens 
Rhizostomeae e Semaeostomeae, os ovócitos desenvolvem-se com ligação aos trofócitos. No 
entanto, nas espécies da ordem Coronatae isso não acontece, uma vez que os ovócitos se 
desenvolvem livremente na mesogleia (Pitt & Kingsford, 2000). O processo de desenvolvimento de 
C. tagi corresponde às características das espécies da ordem Rhizostomeae, ordem a que pertence a 
espécie em estudo (Pitt, 2000) pois os ovócitos permanecem conectados à gastroderme pelos 
trofócitos durante o desenvolvimento. 
Apesar de ser um processo biológico de enorme importância, a espermatogénese não tem sido 
estudada de forma sistemática e consistente em comparação com a ovogénese. Tal como as outras 
espécies da ordem Rhizostomeae, a espermatogénese em C. tagi ocorre dentro de folículos 
espermáticos que se formam de invaginações do epitélio germinal testicular. Para além dos 
folículos, visualizaram-se certas estruturas nas extremidades da gastroderme, sendo que estas 
permitiram que os gâmetas que tinham sido libertados pelos folículos espermáticos pudessem sair 
para o exterior e procurar ovócitos para fecundar. Esta observação é corroborada pelo estudo de Pitt 
& Kingsford (2000), no qual estes autores também observaram a libertação dos espermatozoides de 
C. mosaicus numa estrutura afastada do folículo espermático. 
 O processo da espermatogénese, assim como a morfologia e constituição do folículo espermático 
observados neste trabalho, foram semelhantes aos descritos por outros autores (Pitt & Kingsford, 
2000; Schiariti, 2008; Strathmann, 2017).  
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Foram observados folículos espermáticos em vários estádios de desenvolvimento, os quais 
apresentavam uma estrutura mais compacta ainda com os espermatozoides e outros aparentavam 
uma estrutura mais vazia estão num estado de maturação mais avançado, em que já libertaram os 
gâmetas. Os gâmetas femininos também apresentaram vários estádios de desenvolvimento. Estas 
observações são consistentes com o estudo de Schiariti et al. (2012), no qual é referido que a 
gametogênese é um processo assíncrono porque os gâmetas de várias fases de desenvolvimento 
ocorrem simultaneamente em ambos os sexos. 
4.4. Observações por microscopia eletrónica de varrimento, SEM 
A microscopia eletrónica de varrimento, tal como os testes histológicos e as observações a fresco, 
revelaram que esta espécie possui ovócitos arredondados e folículos espermáticos retangulares. No 
entanto, esta análise permitiu ainda uma visualização mais pormenorizada e tridimensionalizada 
das gónadas e da morfologia exterior dos ovócitos e folículos. Para além disso, após várias 
observações, foi possível determinar que o formaldeído era o fixador que permitia uma melhor 
visualização das amostras e, deste modo estas foram selecionadas para utilização em SEM. 
As medições dos ovócitos e dos folículos espermáticos nas colorações histológicas e em SEM 
apresentaram resultados ligeiramente superiores, que os observados nas medições com os 
fixadores. As diferenças de tamanho observadas podem estar relacionadas com os tratamentos 
histológicos, aos quais foram submetidas as gónadas uma vez que estes podem alterar um pouco o 
seu tamanho real. Por exemplo, no processo histológico, o fixador pode produzir uma série de 
mudanças nos tecidos na etapa aquosa. Estes incluem a diminuição, aumento e endurecimento de 
vários componentes. Apesar desses efeitos iniciais, os tecidos também sofrem alterações durante o 
processamento quando são colocados num ambiente não aquoso (Eltoum et al., 2001). Para além 
disso, o fixador utilizado pode influenciar a estrutura dos elementos e como irão corar com vários 
reagentes histoquímicos e imuno-histoquímicos (Kuhlmann et al., 2009).  
4.5. Ensaios de fertilização in vitro 
O processo de evolução desde o ovócito fertilizado até um pólipo com 4 tentáculos em estado 
avançado demorou no total 72 h. Ohtsu (2007) e Schiariti (2008) descreveram um processo muito 
semelhante ao observado neste trabalho, porém, o processo de fertilização in vitro de N. nomurai 
demorou entre 96 a 120h e o de L. lucerna demorou entre 72 a 144h, dependendo do tempo de 
incubação. A eficácia e a rapidez da fertilização de C. tagi registadas no presente estudo podem ter 
sido devidas à presença de condições favoráveis constantes ao longo do processo de 
desenvolvimento (temperatura, salinidade e agitação). Para além disso, o tempo de incubação foi 
diferente entre estas espécies. Catostylus tagi teve apenas 2h de incubação enquanto N. nomurai e 
L. lucerna tiveram entre 48 e 72h. 
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Relativamente às divisões e morfologia das células, as espécies N. nomurai (Ohtsu, 2007) e L. 
lucerna (Schiariti, 2008) apresentaram resultados semelhantes a C. tagi; no entanto, o tamanho das 
células é diferente, uma vez que C. tagi apresentou células de maior tamanho do que aquele 
registado para ambas as espécies anteriores. No início da divisão celular, C. tagi possuía células 
com corpos polares com 188 μm de diâmetro, desenvolvendo até aos estágios de mórula e de 
blástula com 214 μm.  Nos mesmos estágios de desenvolvimento, N. nomurai possui células com 
cerca de 110 μm e 150 μm, respetivamente, e a espécie L. lucerna possui células entre 60 a 120 μm 
nos estágios iniciais e entre 95 e 200 μm nos estágios avançados. Estas diferenças morfológicas 
podem sugerir vantagens reprodutoras no momento da fecundação. 
A resolução disponível não permitiu distinguir a presença nem a localização dos nematócistos na 
plânula, pelo que não foi possível verificar se os mesmos tinham uma distribuição homogénea ou 
se se localizavam numa região específica, tal como na espécie Rhizostoma octopus em que os 
nematócistos estão localizados maioritariamente na extremidade mais alargada do organismo 
(Holst, Sötje, Tiemann & Jarms, 2007).  
Em relação ao tamanho de plânula apresentado pelas diferentes espécies, importa salientar a sua 
variação. Segundo Pitt (2000), as plânulas de C. mosaicus possuem um comprimento entre 100 a 
130 µm e uma largura entre 50 a 65 µm. As plânulas de L. lucerna podem atingir maiores 
dimensões, entre 95 e 207 µm de comprimento e de 39 a 54 µm de largura (Schiariti, 2008). Estes 
valores são os que mais se assemelham com os valores registados para C. tagi (entre 287 e 338 µm 
de comprimento e 175 µm de largura). 
Catostylus tagi apresentou pólipos desenvolvidos com uma parte superior do corpo em forma de 
cálice num talo curto e com uma superfície oral rodeada de um anel de tentáculos que auxiliam na 
captura de alimento. Foram observadas morfologias semelhante noutras espécies, já descritas, por 
exemplo, nos trabalhos de Holst (2012) e Helm (2018) em que estes autores apresentaram 
observações dos estádios iniciais de vários cifozoários. A forma e o tamanho do pólipo dependem 
de vários fatores, tais como o estado nutricional, a idade e a atividade de reprodução do pólipo, 
entre outros (Holst, 2012). A morfologia dos pólipos observados de C. tagi deveu-se a vários 
fatores durante todo o processo de fertilização. No momento em que se introduziu a alimentação, 
observou-se um aumento do tamanho dos pólipos e uma maior movimentação dos tentáculos, 
originando um desenvolvimento estrutural mais rápido.     
A informação acerca da fertilização in vitro dos cifozoários ainda é um pouco escassa e os estudos 
que existem não explicam o processo detalhamente (faltam etapas ou iniciam o processo a partir 
das plânulas). O processo de fertilização in vitro para ser bem-sucedido, depende de muitos fatores, 
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tais como a temperatura, salinidade, iluminação, agitação, entre outros. Por isso, é urgente trabalhar 
no desenvolvimento nos protocolos deste processo (Schiariti, 2008; Goldstein & Steiner, 2017).  
4.6. Estudos preliminares sobre a sobrevivência dos pólipos 
A taxa de sobrevivência dos pólipos foi de 51,7% nas condições de temperatura (19 ± 1 °C) e 
salinidade (34 ± 1). Estes resultados são concordantes com os de Amorim et al. (2018) que 
observaram que os pólipos que exibiam as maiores taxas de crescimento foram encontrados em 
áreas com salinidade média acima de 19 e a temperaturas entre 13,5 e 23,4 °C.  
Vários autores observaram que a salinidade e a temperatura são os fatores ambientais com maior 
impacto na sobrevivência dos estádios de vida iniciais de cifozoários (Pitt & Kingsford, 2000; 
Purcell, 2005; Amorim et al., 2018; Hočvar et al., 2018). Em relação a A. aurita, Hočvar et al. 
(2018), observaram que a temperatura apresentou a correlação mais forte (positiva) com a 
densidade de pólipos, enquanto a tendência oposta (negativa) foi observada para a salinidade. A 
importância da temperatura deve-se ao facto de ser um fator primário na regulação, iniciação e 
sincronização da reprodução, e também pode desempenhar um papel importante na mudança entre 
os modos reprodutivos de muitos invertebrados aquáticos (Purcell, 2005). A salinidade pode causar 
alterações morfológicas nos estágios de vida iniciais da medusa, reduzindo a capacidade de captura 
do alimento dos pólipos e o assentamento das plânulas (Conley & Uye, 2015), isto terá 
consequências no tamanho, estrobilização, o seu desenvolvimento e pode provocar variações do 
volume populacional da medusa (Holst & Jarms 2010). No entanto, Amorim et al. (2018) e 
Goldstein & Steiner (2017) sugerem que os pólipos, como são sésseis e têm uma expectativa de 
vida mais longa que os outros estágios de vida, possuem uma maior tolerância fisiológica a fatores 
ecológicos. 
  
A diminuição inicial da taxa de sobrevivência dos pólipos de C. tagi pode dever-se ao facto de 
algumas plânulas não terem conseguido assentar nos recipientes que não tinham substrato e em 
alguns dos substratos testados (areia e a concha), ou seja, as populações de pólipos poderão ser 
dependentes do substrato disponível, tal como descrito em relatos recentes referindo que as 
plânulas de A. aurita preferem fortemente locais com substratos para assentar, tais como rede, 
madeira e PVC do que locais sem substrato (Feng et al., 2017; Hočvar et al., 2018). Pólipos de 
outras espécies (A. Aurita e R. octopus) foram observados tanto em substratos naturais como em 
artificiais, havendo preferência por cloreto de polivinilo (PVC) e madeira (Goldstein & Steiner, 
2017; Jin et al., 2017; Hočvar et al., 2018), tal como encontrado no presente trabalho.  
 
A textura da superfície dos substratos pode determinar a escolha de assentamento das plânulas, tal 
como é sugerido por Hoover e Purcell (2009) e Feng et al. (2016). Estes autores observaram 
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maiores taxas de assentamento de plânulas de Aurelia labiata e Aurelia Aurita e em substratos mais 
rugosos e que evitam substratos que possuem produtos químicos anti-corrosivos e anti-incrustantes. 
A preferência pelos substratos pode variar ao longo do tempo devido à cobertura de biofilmes que 
modificam a rugosidade e enfraquecem os efeitos dos compostos químicos e podem afetar as 
escolhas de assentamento das plânulas. Holst e Jarms (2007) observaram que os biofilmes podem 
estar permanentemente presentes nos substratos e aumentar a força de fixação da superfície coberta 
por biofilmes e que as preferências para diferentes tipos de substratos variaram entre as espécies 
Cyanea lamarckii, Chrysaora hysoscella, Cyanea capillata, Rhizostoma octopus e Aurelia aurita. 
Observou-se que a preferência do substrato pode também regular a propagação da colonização dos 
pólipos em que, a taxa de sobrevivência diminui devido à competição intraespecífica por espaço e 
recursos alimentares, tal como sugerido por Jin et al (2017). 
Após 7 dias de assentamento, o pólipo (300 μm de altura e 500 μm de largura) apresentava já uma 
estrutura muito complexa com o disco oral e o talo completamente desenvolvidos. Estruturas 
semelhantes de pólipos, tanto a nível morfológico como de dimensão, foram referidas por Holst 
(2012) em R. octopus e em A. aurita e por Helm (2018) em C. chesapeakei. A presença de vários 
tentáculos longos e o corpo de maior dimensão indicam um desenvolvimento estável do organismo. 
No entanto também foram observados alguns podocistos, que são considerados um estágio 
adormecido e são produzidos quando expostos a condições estressantes como temperatura extrema, 
salinidade, falta de oxigénio, fome ou contaminação bacteriana. Uma vez iniciada a produção de 
podocistos, a taxa de produção é dependente do estado nutricional do pólipo (Schiariti, 2008). 
O tamanho e a saúde dos pólipos variam, dependendo das condições de cultura, uma vez que estes 
podem ser afetados pela temperatura, salinidade, oxigênio dissolvido e pela condição nutritiva 
(Arai, 2009; Purcell, 2005; Condon et al., 2013). Portanto, o tamanho das estruturas morfológicas 
não deve ser usado como um método para distinguir espécies ao nível de pólipo, face à elevada 
variabilidade e plasticidade fenotípica registada para estes organismos (Graham & Bayha, 2008). 
No presente estudo, foi ainda possível observar uma preferência alimentar pronunciada dos pólipos 
em cultivo por gónadas femininas de mexilhão maceradas em relação aos rotíferos. Esta tendência 
poderá dever-se ao facto de as gónadas possuírem um melhor e maior conteúdo nutricional, 
nomeadamente ao nível do seu perfil lipídico (Azpeitia et al., 2016) e permite antever a 
possibilidade de desenvolvimento de dietas inertes formuladas especificamente para preencher os 
requisitos nutricionais dos organismos em estudo (Mills e Strathmann, 2017). 
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5. Considerações finais 
 
Nesta tese, foram realizados os primeiros passos no estudo do ciclo de vida e caracterização sexual 
do cifozoário Catostylus tagi. 
As observações iniciais às gónadas permitiram confirmar que existe diferenciação sexual, as 
fêmeas possuem ovócitos com forma esférica regular com uma parede celular bem definida 
enquanto nos machos são observados folículos com forma alongada irregular. Em resumo, o 
diâmetro dos ovócitos das fêmeas situou-se entre 17 e 44 μm, e a extremidade mais longa dos 
folículos espermáticos dos machos situou-se entre 11 e 40 μm. 
Investigou-se a ocorrência de dimorfismo sexual, tanto em relação à cor das gónadas como em 
relação ao diâmetro da umbela e determinou-se o sexo, cor das gónadas e diâmetro de umbela em 
73 exemplares. Os resultados deste trabalho indicaram não haver relação entre a cor das gónadas, o 
diâmetro da umbela e o sexo dos animais e, por este motivo, é possível afirmar que a única forma 
confiável de caracterização sexual é através da observação de tecido gonadal à lupa ou ao 
microscópio. Este estudo demonstrou que C. tagi possui morfologia semelhante às outras espécies 
da ordem Rhizostomae. 
No presente estudo, a gametogénese e o potencial reprodutivo das gónadas de C. tagi foram 
investigados, integrando padrões morfométricos, histológicos (maturação gonadal e padrões de 
diferenciação dos gâmetas) e análises bioquímicas (colorações azul ciano, negro Sudão e Von 
Kossa). Através destes métodos, detetaram-se mucinas no exterior dos óvulos e dos folículos 
espermáticos e sugerem que as mucinas não fazem parte da membrana perimetral destas células e, 
também foram localizados lípidos sobretudo no interior das células segundo uma distribuição 
continua. Para além disso, detetou-se a presença de cálcio, em distribuição descontínua, dentro e 
fora das células. 
Os padrões de reprodução sexual da espécie C. tagi podem ser alcançados definindo os estágios de 
maturação de cada medusa com base no estado de desenvolvimento dos gâmetas. As medusas 
sexualmente maduras podem ser detetadas pela presença de gâmetas totalmente desenvolvidos nas 
gônadas ou pela presença de folículos espermáticos vazios. Enquanto a primeira permite uma maior 
compreensão dos padrões de reprodução sexual de qualquer espécie, esta última constitui uma 
opção para não-reprodutores equivalente à busca de ovos fertilizados ou de plânulas para espécies 
de reprodutoras. 
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Neste trabalho realizou-se pela primeira vez o processo de fertilização in vitro e registaram-se as 
imagens dos momentos iniciais da divisão celular de um ovo fecundado e a taxa de sobrevivência 
dos organismos nos primeiros 8 dias de assentamento das plânulas em diversos substratos. O 
processo de fertilização demorou no total 72 h a partir do momento da fertilização, no qual o 
resultado final foi um pólipo com 4 tentáculos em estado avançado.  
Após o assentamento das plânulas foi registado diariamente o desenvolvimento das plânulas e dos 
pólipos ao longo do tempo nos diferentes substratos. No primeiro dia de assentamento havia 257 
organismos, dos quais 176 plânulas e 81 pólipos. A taxa de sobrevivência dos pólipos foi 51,7% 
nas condições de temperatura (19 ± 1 °C) e salinidade (34 ± 1). Para além disso, observou-se uma 
preferência das plânulas para assentar em substrato, nomeadamente plástico e madeira. Os 
resultados obtidos nesta tese sobre as preferências de assentamento das plânulas podem ajudar a 
encontrar as populações de pólipos no seu meio ambiente para futuros estudos sobre a sua ecologia.  
Investigações adicionais sobre o estágio medusa também são necessárias para entender o crescente 
sucesso reprodutivo deste cifozoário. Para além disso, os resultados demonstram que os estágios 
iniciais de desenvolvimento no ciclo de vida, as plânulas e os pólipos, podem ter um papel 
fundamental no aparecimento de blooms desta espécie.  
A continuação dos estudos aponta para a determinação das condições de sobrevivência dos 
organismos a médio e longo prazo, tanto na forma de podocisto como em pólipo. Para a 
compreensão do ciclo de vida da C. tagi, é igualmente fundamental iniciar a investigação das 
condições de estrobilação e de evolução para o estádio medusa. 
Como o interesse pelas medusas, nomeadamente C. tagi, tem aumentado nos últimos anos, devido 
às suas características nutricionais como fonte de alimento para os seres humanos e as 
características químicas para a área farmacêutica, é cada vez mais importante saber o ciclo de vida 
da espécie para que seja possível reproduzir esse processo em cativeiro, de forma a investigar sem 
os problemas da sazonalidade desta espécie.  
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Anexo 1- Preparação das soluções:  
 
1) Bouin: 75 mL de solução saturada de ácido pícrico, 25 mL de solução aquosa de formaldeído a 
40%, 5 mL de ácido acético glacial. 
2) Gendre: os mesmos componentes de Bouin, sendo etanol o solvente do ácido pícrico. 
3) Hollande: os mesmos componentes de Boiun, acrescido de 2,5g de acetato de cobre. 
4) Etanol 70%: 70 mL de etanol absoluto em 100 mL totais, com água desionizada. 
5) Formaldeído 4%: 10 mL formaldeído a 40% em 100 mL totais, com água desionizada. 
 
Anexo 2- Observações adicionais 
A continuação das observações das gónadas de C. tagi por SEM expôs algumas células com 
paredes danificadas (Figura 26A) e pelo menos dois outros organismos, um crustáceo (Figura 26B) 




Figura 26- Observações SEM das gónadas C. tagi. (A) Ovócito danificado; (B) Ovócito com crustáceo não 




O crustáceo observado poderá ser alguma espécie do género Libinia, tal como referido noutros 
estudos. O cnidário da figura 26C tem semelhanças morfológicas com Polypodium hydriforme, 
conhecido por parasitar as gónadas de peixes da família Acipenseridae, comumente denominados 
esturjões (Raikova, 2016). Como ambos C. tagi e os esturjões são animais estuarinos, aventou-se a 
possibilidade de eles compartilharem o mesmo parasita. Neste sentido, contactou-se a professora 
Ekaterina Raikova, especialista em esturjões, para que desse o seu parecer. 
 
Foram observados organismos a interagir com C. tagi (Figura 27). Na figura 27A estão 
representadas larvas de carapau (Trachurus trachurus), que possuem uma relação de comensalismo 
com a medusa, em que procuram abrigo e proteção na estrutura da mesma. Os investigadores do 
CiiEM que estudam C. tagi referiram que a ocorrência de carapaus é comum e verificou-se em 
todos os 13 anos de recolha, chegando a encontrar-se uma dezena de carapaus na mesma medusa. 
Também referiram que a ocorrência de umbelas com marcas de bicadas de aves marinhas é muito 
comum e recorrente ao longo dos anos. 
 
 
Figura 27- Observações in situ de organismos com relações ecológicas a C. tagi. (A) Carapau, Trachurus trachurus; (B) 
Crustáceo, identificação em andamento. 
 
Numa operação de recolha de amostras, foi observado um organismo no interior da zona das 
gónadas (Figura 27B). Após uma observação mais minuciosa foi possível determinar que se tratava 
de um crustáceo decápode majideo do sexo feminino (Figura 28). É possível que este organismo 
seja um predador de C. tagi, pois estava situado junto às gónadas e em laboratório alimentou-se das 
mesmas. A identificação taxonómica do organismo está ainda em curso, sendo necessário recorrer 
a métodos de códigos de barras moleculares, pois os caracteres morfológicos exibidos pelo 






Figura 28- Crustáceo recolhido da gónada de C. tagi, em observação no laboratório da Egas Moniz, (A) Vista 
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